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研究成果の概要（和文）：スギ花粉症は、成人の約35％が発症している。多くの治療法が対処療
法であるが、唯一根治療法とされるのが、抗原特異的免疫療法である。本研究では、スギ花粉症
に対して舌下免疫療法を行い、アポ蛋白A-4（apolipoprotein A4）が血清中で上昇した患者で治
療効果が認められることを見出した。そして人工アポ蛋白A-4が抗原刺激によるヒスタミンの遊
離を抑制した。さらにスギ花粉症の遺伝子検索を行い、IL-33、DAF、Filaggrinがスギ花粉症と
関連あることを見い出し、アポ蛋白A-4とともに治療標的分子としての可能性があると思われた。 
 
研究成果の概要（英文）：Seasonal allergic rhinitis caused by Japanese cedar (SAR-JC) is 
the most common allergic disease in Japan. The results of our recent study showed that 
about 30% of Japanese individuals develop allergic symptoms during JC pollination season. 
Allergen-specific immunotherapy (SIT) is the only available treatment that can provide 
long-term remission after discontinuation of treatment. Sublingual immunotherapy (SLIT), 
oral administration of the allergen, was introduced as a safety method. We found that 
apolipoprotein A-IV (apoA-IV) were significantly increased in SLIT-treated patients. The 
serum levels of apoA-IV correlated with the clinical effect. The amount of histamine 
released from the basophils in vitro was greatly reduced after the addition of recombinant 
apoA-IV in the medium. Our genetic studies found the association of polymorphisms of IL-33, 
DAF and Filaggrin with SAR-JC. They are possible therapeutic targets for SAR-JC. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 2006 年～2008 年に福井県で行った 20 歳
から 50 歳まで約 1600 名の疫学調査で、吸入
アレルゲン 7項目（ヤケヒョウヒダニ、コナ
ヒョウヒダニ、スギ、カモガヤ、ブタクサ、
カンジダ、アスペルギルス）のうち 1項目で
も抗原特異的 IgE が陽性である人は、70％を
占めることが判明した。さらにこの 10 年間
でスギ花粉症の発症率も 10％以上増加した。
アレルギー性鼻炎の治療法は、薬物療法が主
体となっているが、いわゆる対処療法であり、
根治的治療は、抗原特異的免疫療法であると
されている。抗原特異的免疫療法は、これま
で皮下投与法にて行われてきたが、副作用の
軽減目的から、舌下投与法が検討されるよう
になってきた。スギ花粉症においても 2004
年から舌下免疫療法に関する臨床研究が行
われており、治療効果の判定とともに、作用
機序の解明も急務とされてきた。 
(2) 治療効果発現機序を検討する方法とし
て、遺伝子多型、遺伝子発現、蛋白などいく
つかの対象を一気に大量に検討できる網羅
的解析がある。この網羅的解析では、大量の
因子をセットとして一気に調べるために、予
想もしえない遺伝子や蛋白が機能している
ことを見出すことができる画期的な方法で
ある。とりわけ網羅的蛋白解析は、疾患の病
態解明、原因探索などにも使用されるように
なった、流行的手法である。多くの研究者が
一度は用いてみたい手法であるが、なかなか
難しいという現実があった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、スギ花粉症に対する舌下免疫
療法でのプラセボ対照二重盲検試験の血漿
を用いて、網羅的蛋白解析を行い、臨床結果
と相関し臨床効果発現の指標となる因子の
同定を試みた。さらに得られた因子に関して
リコンビナントを作成し、その機能解析を調
べ、新薬の可能性がないか検討した。 
一方で、舌下免疫療法がいかなる患者に効
果があるのかを知ることも、今後のオーダー
メイド治療に進むのに重要な点である。そこ
でまず、スギ花粉症患者の遺伝子背景、花粉
飛散期の末梢単核細胞での遺伝子発現を調
べた。 
 
３．研究の方法 
(1) 舌下免疫療法の実際：アレルゲンワクチ
ンをパンなどに染み込ませ、舌の下に 4－5
分間保持する。量は、標準化アレルゲン治療
エキス「トリイ」2JAU/mL の１滴（0.05ml）
から始め、順次増加させ 7 日目に 10 滴にす
る。8 日目からは 20 JAU/mL を１滴から再度
始め、同様に増量する。最終的に 2000JAU/mL
にステップアップし 20 滴（1ml）を毎週舌下
する。2000JAU/mL20 滴で約 1.5～4,2g のス
ギアレルゲンワクチンに該当する。これら舌
下は、すべて自宅で行う。現在では 4－5 分
間口腔内保持後、嚥下している。症状は、く
しゃみ回数、鼻汁回数、鼻閉の程度を日記に
記載してもらい、Total symptom score と
して計算した。また、Visual analog scale
による判定も行った。 
 
(2) 舌下免疫療法前後で採血後、血漿を回収
し、網羅的蛋白を行った。解析法は、Ettan 
DIGE システムにて二次元電気泳動を行い、
Decyder により各スポットの発現強度を
GeneSpring により解析した。統計的有意な変
化を示しているスポットについて質量分析
（mass spectrometry）を行った。ゲルを銀
染色し、目的のスポットを Ettan Spot Picker
に よ り 切 り 出 し た 後 ， MALDI-TOFMS ：
AXIMA-CFR plus を用いて解析、得られた
Peptide mass fingerprint を Mascot データ
ベースにより解析した。Mascot で得られた結
果と Swiss-2DPAGE のデーターが一致した、
または複数回の MALDI-TOFMS→Mascot解析に
より結果が再現された場合に同定したと判
定した。さらに臨床データーと比較して、実
薬群に特異的に変動し臨床効果と相関する
蛋白を同定した。同定した蛋白の RNA を
RT-PCR で増幅してベクターに組み込み、蛋白
発現系でリコンビナントを作成した。作成し
たリコンビナント蛋白を IgE、ケモカイン産
生、サイトカイン産生においてどのように影
響をおよぼすか検討した。 
 
(3) 遺伝子解析として遺伝子多型（SNP）を
検討した。候補遺伝子アプローチと全ゲノム
解析の二つの方法を用いた。候補遺伝子アプ
ローチでは、研究対象者として、スギ花粉症
患者 619 名、吸入アレルゲン 7項目がいずれ
も陰性でありアレルギー疾患の既往ないも
の（陰性コントロール）311 名とした。候補
遺伝子としてサイトカイン、ケモカイン、そ
れらの受容体、TLR を含む自然免疫関連、シ
グナル伝達物質、制御性 T細胞関連、アポト
ーシス関連、ウイルス感染関連など約 100 項
目の遺伝子、各遺伝子において約 5 から 10
の SNP を調べた。有意差を認めた遺伝子に関
しては、プロモーターアッセイを用いて遺伝
子多型部位の機能解析を行った。 
全ゲノム解析では、一次解析として 10 万 
SNP をスギ花粉症 93 例とアレルギー陰性コ
ントロール 45 例、二次解析としてスギ花粉
症 234 例とアレルギー陰性コントロール 150
例、3 次解析としてスギ花粉症 370 例とアレ
ルギー陰性コントロール 235 例で検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 舌下免疫療法の血清中網羅的蛋白解析
では、実薬群特異的に変動する５種類の蛋白
を同定しえた。そのうちApolipoprotein A-IV
（アポ A4）が臨床効果と有意に相関し、症状
が改善した者に高値を示し、改善が乏しかっ
たものでは低値を示した（図１）。リコンビ
ナントアポ A4 は、CryJ1 刺激によるヒト好塩
基球のヒスタミン遊離率を抑制した。しかし
ヒト好酸球の IL-4 産生、ヒト CD4 陽性 T 細
胞の IL-5 産生、ヒト好塩基球の IL-13 産生、
末梢単核球の IgE産生には影響を及ぼさなか
った。実際の舌下免疫療法で効果を認めた群
では、末梢リンパ球での CryJ1 刺激によるヒ
スタミン遊離試験においても低値を示した。
アポ A4 は、外科にて採取され樹立された小
腸上皮細胞に認められた。舌下免疫療法によ
って肝細胞・小腸からアポ A4、C4A、トラン
スサイレチンが、誘導された。Pathway 解析
を行うと、これら 3つの因子は、転写因子で
ある Hepatocyte nuclear factor 4が共通の
上流因子であり、それぞれの蛋白発現を制御
していることが判明した。 
 
図１：アポ A4 と臨床相関 
 
アポ A4 は、HDL や VHDL に結合しそれ
らの輸送に関連する蛋白である。他のアポ蛋
白に比べてほとんど調べられていない。最近、
アポ A4 が大腸炎モデルにおいて抗炎症作用
を示すことや IL-4 産生や TNF産生抑制を
示すことが報告された。さらに抗酸化作用や
デキサメタゾン投与によってもアポ A4 が上
昇し、PPR の活性に関連があることも報告
された。またアポ A4 の遺伝子多型解析では、
アトピー疾患関連遺伝子多型と有意に相関
していることも報告された。酸化コレステロ
ールが T 細胞の活性化に関与することや、ア
ポ蛋白を介した脂質抗原提示も証明されて
いる。リコンビナントアポ A4 が CD34 陽性
細胞からのヒスタミン遊離を抑制したこと、
実薬群でヒスタミン遊離率が低下したこと
は、このアポ A4 が有力なアレルギー性鼻炎
の治療薬になりえる可能性が認められた。し
かし今後は、遺伝子欠損マウスでのアレルギ
ーマウスモデルなどでの研究を行う必要性
があり、現在アレルギーマウスモデル、遺伝
子改編マウスでのアポ A4 の効果とアポ A4
の標的細胞の同定、その制御機序の解明、効
果的な誘導の検討を行っており、臨床使用の
実現化に向かっている。 
 
 (2) 候補遺伝子アプローチにて有意差を認
めたのは、Th1 サイトカインの代表である
IFNの受容体（IFNR）と IL-1と関連深くIL-1
受容体のリガンドであり、Th2 反応に重要な
IL-33、小児気管支喘息と関連を認めた
ORMDL3 であった。 
 
(3) IFNRにおいてIFNR１プロモーター領域
（rs2234711）の SNP とスギ花粉症が相関を
認めた。スギ花粉症でのリスクアレルは、Ｃ
であり（p=0.030）、危険率は 1.24 であった。
この領域は成人アトピー型喘息での SNPと同
様であった。このリスクアレルを IFNR１プ
ロモーター領域のベクターに組み込み、ヒト
単球系細胞株 THP-1 に遺伝子導入し、IFN
（30ng/ml）添加して 3 時間培養した後、ル
シフェラーゼアッセイを行うとリスクアレ
ルＣにおいて IFNR の発現が高いことが示唆
された。 
 スギ花粉症において、成人アトピー型喘息
と同じ IFNR１プロモーター領域の SNP と相
関が認められたことは、One airway, one 
disease の概念から、予想されたことであっ
た。しかしリスクアレルの導入により IFNR
の発現が高くなったことは、意外であった。
一般的な考え方からするとリスクアレルの
導入によって、IFNR の発現が低くなり、IFN
の作用が影響しにくくなった時に、スギ花粉
症や成人アトピー型喘息が発症すると考え
た方が簡単であった。今回は、IFNR の蛋白
発現を検討したのみにすぎず、リスクアレル
を含む IFNR の機能解析（通常の IFNR の働
きをするのかという検討）は行っていないた
め、今後の検討を要する。もし IFNR の機能
上問題がなければ、今回の結果は、IFNを介
したアレルギー炎症の増悪、もしくは IFN
の減少によって作用を少しでも受けようと
する受容体の増加とみるべきであろう。 
 
(4) IL-33 においては rs1929992 においてリ
スクアレルがＣであった（p＜0.05）。さらに
スギ花粉症患者、非アレルギー健常人、感染
性鼻炎患者の血清中 IL-33 を測定すると、有
意にスギ花粉症患者で高値を示した（p 
=0.0018）。IL-33 は、Toll-インターロイキン
1（IL-1）受容体（TIR）ドメイン含有受容体
ST2 と結合し、Th2 免疫調節活性を有すると
ともに、Toll 様受容体（TLR）の活性を阻害
するとされる。そのため、IL-1 のような因子
の活性を阻害し、炎症を軽減する可能性があ
る。これまで IL-33 受容体(ST2)の SNP が気
管支喘息と関連や気管支喘息の症状と ST2の
変化が報告されてきた。スギ花粉症では、
IL-33 は高値を示し、まだその機能は十分に
わからないが、何らかの役割を担っているこ
とは確かである。 
 
(5) ORMDL3 においては 13SNP 中 9 SNP におい
て有意な相関を認めた。とりわけアトピー型
喘息での責任 SNP（rs7216389）においても高
く有意な相関を示した（p <0.0012）。その部
位のリスクアレルは TT であり、EB ウイルス
により不活化した B 細胞株 70 種類において
アレル別 ORMDL3 発現を調べるとリスクアレ
ル TT型で ORMDL3 発現が有意に発現していた。
ORMDL3 発現は、肝臓、肺、脾臓、甲状腺で発
現が高かったが、鼻粘膜上皮が最も高く、鼻
線維芽細胞でも発現が認められた。そこで鼻
線維芽細胞を用いて、ウイルス感染を模倣し
て、poly-IC で刺激をすると ORMDL3 の発現が
亢進した。LPS, MALP-2 の刺激では ORMDL3 の
発現は変化しなかった。さらに rs7216389 の
アレル別３群において末梢血から CD4陽性細
胞を分離し、poly-IC 刺激を行うとリスクア
レル TT で IL-10, IL-17 の産生が有意に高か
った。さらにスフィンゴシン 1リン酸もリス
クアレル TT で高値であった。スギ花粉非飛
散期に血清中スフィンゴシン 1リン酸をアレ
ル別で測定したが、有意な差は認められなか
った。 
 スギ花粉症において、アトピー型喘息と
同じ ORMDL3 の SNP と相関が認められたこと
は、予想されたことであった。機能解析にお
いてリスクアレルによって ORMDL3 の発現が
有意に高く、ウイルス感染模倣にてさらに発
現が亢進した。スギ花粉症発症には IL-10、
IL-17 が関与し、スフィンゴシン 1 リン酸産
生も ORMDL3 を介して関与している可能性が
見出された。 
 
(6)Filaggrin は、皮膚の一番外側の層に豊富
で、水分を閉じ込めて、皮膚の乾性を防ぎ、
バクテリアとウイルスを避ける蛋白である。
このタンパク質が減少すると、皮膚の乾燥が
起こり、数々の皮膚疾患を引き起こす。
Filaggrin の遺伝子異常はアトピー性皮膚炎
をはじめ、幾つかの皮膚疾患の発症と相関を
認める。日本人のアレルギー性鼻炎で検討す
ると、アレルギー性鼻炎の発症と関連は認め
なかったが、抗原感作の有無とは有意な相関
を認めた（p =0.013）。 
 
(7) 全ゲノム解析では、一次解析にて 384 
SNP に絞られ、二次解析にて 26 SNP に絞られ
た。その中で Decay-accelerating factor 
(DAF) に注目し解析を行ったところ、
rs10746463においてリスクアレルAがスギ花
粉症と有意な相関を認めた（p=0.00033）。
またプラスミドベクターによるリスクハプ
ロタイプを構築し、ルシフェラーゼアッセイ
を行ったところ DAFの転写が有意に低下した。
また DAF のプロモーター領域 rs10746463 が
A/ A になっていると血清中 IgEの高値を認め
た。IgE は総 IgE とスギ特異的 IgE の両方と
も高値であった。これは、rs10746463 が A/ A
になっていると DAF蛋白の発現が低いことに
よることが判明した。 
DAFは、補体系C3が活性化しC3aとなり、
リンパ球、平滑筋、血管内皮細胞を活性する
のを抑制する働きがある。さらに DAF の発現
は、スギ花粉飛散時期に発現が減少すること
を microarray で判明した。またこの遺伝子
は、スギ花粉飛散で発現が亢進する C3a の機
能を抑制することが判明した。C3a の蛋白発
現亢進は、(1)での網羅的蛋白解析で判明し、
ELISA にて確認した。すなわち DAF 発現低下
によって局所 IgE が上昇し、アレルギー反応
を増大させる可能がある。以上のことは DAF
を強発現させるとアレルギー反応を抑制で
きるかもしれない 
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